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A vida sem microrganismos não seria possível!



















































































































Participação em diversos ciclos biogeoquímicos 
(ex: ciclo do azoto, entre outros)
2 – Importantes na reciclagem de nutrientes 3 – Elevada importância na saúde 
- como causadores de diversos distúrbios 
3 – Elevada importância na saúde 
- como produtores de compostos farmacológicos (ex: antibióticos)

























































4 – Elevada importância no sector alimentar
- Processos fermentativos para produção de alimentos
- Contaminação de alimentos
(desenvolvimento de medidas de controlo microbiológico)
25 – Importantes no desenvolvimento de Engenharia Genética… 




6 – Elevada importância para a agricultura
- como causadores de diferentes patologias
- como agentes de controlo biológico de agentes 






4 – Elevada importância para a agricultura






























































4 – Elevada importância para a agricultura
- Aumentam a disponibilidade de nutrientes
- Responsáveis pelo efeito 
supressor do solo
Como foram identificados 
os microrganismos?
1. Colheita de amostras
2. Cultura e isolamento em meios 
apropriados
3. Pesquisa de caracteres fenotípicos 3. Pesquisa de caracteres fenotípicos
Biomedical an d Life Sciences (2008) 93, 407-413






















Que problemas podem surgir na identificação 
“tradicional” da diversidade microbiana?
Os métodos moleculares 
ultrapassam muitas destas 
dificuldades
Apenas 1% dos microrganismos 
unicelulares são cultiváveis
- Os indivíduos têm primeiro de ser 
isolados e cultivados em laboratório
- Muitos ensaios bioquímicos só podem ser utilizados 
em microrganismos com crescimento rápido
- As características fenotípicas e 
bioquímicas dependem fortemente do 
ambiente (meio de cultura)






RNA 16S (1541 nt)
RNA 23S (2904 nt)
RNA 5S (120 nt)
A técnica mais comum e simples é a amplificação de zonas 
variáveis do genoma, recorrendo às suas zonas estáveis
Procariotas
V1 V2 V3 V4 V6 V7 V8 V9
1,542 pb
Menos de 500 pb 
são hipervariáveis
A técnica mais comum e simples é a amplificação de zonas 
variáveis do genoma, recorrendo às suas zonas estáveis
Procariotas
A técnica mais comum e simples é a amplificação de zonas 






RNA 18S (1900 nt)
RNA 28S (4700 nt)
RNA 5S (120 nt)
RNA 5,8S (160 nt)
Eucariotas
4A técnica mais comum e simples é a amplificação de zonas 















A identificação baseada em sequências de DNA 
é rápida e eficaz, mas…
(A)Ainda não existe concordância no locus mais apropriado
(B)Ainda não existem bases de dados de qualidade controlada
(C) Ainda não estão definidos o número de nucleótidos variáveis
que definem uma espécie





Esta estratégia de identificação molecular está na base do 
“DNA barcoding” para avaliar a diversidade biológica
O género Coprinus pode ser
facilmente reconhecido pelo
facto de as lâminas contendo os
esporos se dissolverem num























































































A utilização de novas abordagens conduziram a 
novas classificações
A análise de DNA demonstrou que nem todos
pertencem ao mesmo género, muitos dos quais nem














































































































5Diversidade            Diversidade             Diversidade 




















Existem vários tipos de diversidade…
A diversidade envolve dois componentes:
- Variedade (quem/quais são?)
- Abundância relativa (quantos são?)
variedade genética variedade de espécies variedade de funções 
Como pode ser avaliada a diversidade 






PCR de 26S rDNA
primer fluorescente










PCR de 26S rDNA
Electroforese em 
condições desnaturantes
Como pode ser avaliada a diversidade 
microbiana de um dado habitat?
Análise de múltiplos fragmentos (DGGE/TGGE)
Redução da mobilidade 
electroforética de fragmentos 
parcialmente desnaturados
Os fragmentos desnaturam em 
diferentes locais do gel, 
parando a sua migração
Este tipo de gel 
(gel perpendicular) 
permite determinar o tipo de 
gradiente a utilizar numa experiência  
A amostra é aplicada em 






























A optimização do tempo de electroforese é efectuada pela aplicação 






























Análise de múltiplos fragmentos (DGGE/TGGE)
Os fragmentos desnaturam em 
diferentes locais do gel, 
parando a sua migração
Amostras contendo uma mistura de fragmentos de 26S rDNA, 









































Como pode ser avaliada a diversidade 
microbiana de um dado habitat?
Uma janela para o 
Universo Microbiano
Metagenómica
Como pode ser avaliada a diversidade 
microbiana de um dado habitat?
O poder da análise genética é 
aplicado a toda a comunidade
microbiana, evitando a 
necessidade de isolar
individualmente cada espécie. 




> 20,000 clones BAC ≈ 100 kb
subclonado 
cada BAC é fragmentado em 
porções de 2-3 kb
sequenciado 
alinhado





O caso do projecto do genoma humano…
Celera genomics
A tecnologia de “shotgun”
> 20,000 clones BAC ≈ 100 kb
Sequenciação tradicional
The Scientist 2004, 18(18):44
Método de sequenciação de Sanger
Sequenciação tradicional












A C A A A T G T C
A C A A A T G T C C
A C A A
A C A A A
A C A A A T G T C C G A
A C A A A T G
A C A A A T G T C C G
A C A A A T G T C C G A G
A C A A A T
A C A A A T G T
T G T T T A C A G G C T C
DNA a sequenciar
7Sequenciação tradicional




Tecnologia de sequenciação de nova geração
• Utilização de técnicas de sequenciação massivas em paralelo 
(ex: plataforma 454, Solexa, SOLiD)  
• Preparação mais directa das amostras a sequenciar
O DNA genómico é fragmentado (não há clonagem)
São ligados adaptadores
São seleccionados os fragmentos com ambos os 
adaptadores (A e B)
Tecnologia de sequenciação de nova geração
• Amplificação dos fragmentos a sequenciar por PCR de emulsão
É mantida uma proporção 
para que cada microesfera 
de agarose se ligue a uma 
única sequência de DNA
As microesferas são capturadas 
individualmente em micelas onde ocorre o 
PCR em emulsão
São seleccionados os fragmentos com 
ambos os adaptadores (A e B)
Tecnologia de sequenciação de nova geração
• Aplicação dos fragmentos nos poços da placa
Cada microesfera (28 µm) é capturada em poços (44 µm) na 
placa de sequenciação (PicoTiterPlate – PTP)
Pequenas esferas contendo os componentes da reacção são 
adicionados
Tecnologia de sequenciação de nova geração
• A polimerização ocorre no pirosequenciador (Roche/454 FLX)
Podem ser sequenciadas 400,000 sequências 
em paralelo
Tecnologia de sequenciação de nova geração
• O princípio da sequenciação
A sequenciação é realizada por 
ciclos TCAG
1 nt ligado = 1 PPi liberto 
1 PPi liberto = 1 ATP produzido 
(acção da ATP sulfurilase) 
1 ATP produzido = 1 oxiluciferina
(acção da luciferase)
Degradação de dNTP não-
incorporado por apirase
APS - adenosine 5´
phosphosulfate
8Tecnologia de sequenciação de nova geração




Como pode ser avaliada a diversidade 
microbiana de um dado habitat?
Extração 
de DNA
PCR de 26S rDNA




Como pode ser avaliada a diversidade 
microbiana de um dado habitat?




Bases de dados de 
sequências
Potencial 
identificação de todas 
as bactérias presentes 
no habitat
A diversidade microbiana está actualmente a 
ser explorada em diferentes ambientes
No solo
No mar e no ar










do picoplankton (< 2µm) 
nos oceanos, elevou de 
forma surpreendente as 
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